分子靶向药物治疗是晚期肿瘤治疗的研究热点之一，因其良好的疗效和可耐受的毒副作用而越来越被人们所接受。其中，表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂（epidermal growth factor receptor tyrosine-kinase inhibitors, EGFR-TKIs）在晚期非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）治疗方面已取得了突破性进展，其代表药物有吉非替尼和厄洛替尼等，目前为*EGFR*基因敏感突变并且不存在耐药基因的晚期NSCLC患者推荐EGFR-TKIs一线治疗得到全世界范围内的认可^\[[@b1]-[@b3]\]^。但是，随着用药时间的延长（中位时间为9个月-13个月），大部分患者对EGFR-TKIs产生耐药^\[[@b4]-[@b6]\]^，对EGFR-TKIs耐药机制及如何逆转耐药的研究也成为国内外研究的热点。肿瘤微环境是肿瘤细胞赖以生存和发展的内环境，近年来肿瘤微环境中的免疫细胞和其他细胞或因子的相互作用逐渐被人们所认识^\[[@b7]-[@b9]\]^，肿瘤内微环境内的免疫反应与EGFR-TKIs抗肿瘤反应之间会产生相互影响^\[[@b10]\]^。本综述将阐述肿瘤微环境中免疫细胞、PD-1对EGFR-TKIs靶向治疗疗效相互影响的可能机制，以期寻求新的治疗靶点，进一步提高EGFR-TKIs的抗肿瘤疗效和延长有效时间。

1. 肿瘤微环境内的免疫细胞与EGFR-TKIs疗效的关系 {#s1}
==============================================

1.1. 调节性T细胞 {#s1-1}
----------------

CD4^+^ T细胞和CD8^+^ T细胞是公认的抗肿瘤免疫细胞，通过释放*γ*-干扰素、穿孔素和颗粒酶B等肿瘤毒性细胞因子达到杀死肿瘤细胞的作用。Treg细胞是一类控制自身免疫反应的细胞群，肿瘤内的Treg细胞分泌的转化生长因子（transforming growth factor, TGF）-β和白介素（interleukin, IL）-10能产生一个免疫抑制环境，有助于减弱CD4^+^ T细胞、CD8^+^ T细胞及NK细胞产生的抗肿瘤效应^\[[@b11]\]^。实验^\[[@b12]\]^证实，在不同小鼠模型中CD25^+^ Treg的消耗极大地提高了小鼠的抗肿瘤免疫效应。肿瘤患者通常存在抗肿瘤免疫细胞功能失调，在肺癌、乳腺癌、黑色素瘤等肿瘤组织内部和边缘，Treg细胞的数量明显增加^\[[@b13]-[@b15]\]^。Huang等^\[[@b16]\]^的研究证实，EGFR^+^外泌体诱导生成肿瘤特异性Treg细胞，下调肿瘤特异性CD8^+^ T细胞的表达，从而影响抗肿瘤疗效。研究^\[[@b17]\]^表明，核内转录因子FoxP3是功能性Treg的特异性标志。Wang等^\[[@b18]\]^研究发现，EGFR信号可以通过抑制糖原合酶激酶-3β（glycogen synthase kinase 3β, GSK-3β）活性来增强FoxP3蛋白的表达，而使用EGFR-TKI吉非替尼可以修复GSK-3β活性和减弱Treg细胞免疫抑制功能。He等^\[[@b19]\]^在肺鳞癌的小鼠模型中，观察到敲除EGFR基因后形成的肿瘤微环境中浸润的FoxP3^+^ Treg细胞较少，而野生型成瘤模型使用吉非替尼治疗1 wk后，同样观察到FoxP3^+^ Treg细胞、FoxP3 RNA表达减少的趋势。其认为，EGFR依赖性Treg细胞增强肺鳞癌的生长，相对短暂的系统性抑制EGFR信号通路可改变靶向肿瘤的免疫微环境。无独有偶，Mascia等^\[[@b20]\]^的动物实验中也得到了类似的研究结果，系统性EGFR抑制剂可以明显抑制肿瘤细胞的生长和微环境中Treg细胞的渗入，EGFR的靶向抗肿瘤治疗可以影响肿瘤细胞自身免疫调节，而Treg可能是EGFR抑制剂抗肿瘤活性的一个靶点。

1.2. 树突状细胞（dendritic cells, DC） {#s1-2}
--------------------------------------

DC在免疫系统中是最有效的专职抗原提呈细胞。在非成熟状态，充当免疫系统的哨点，持续地巡查机体环境内的抗原；同时，DC拥有把外源性抗原内源化的独特能力，即所谓的交叉提呈，如把肿瘤相关抗原提呈给CD8^+^ T细胞；在成熟状态下，DC迁移至淋巴器官内，把抗原提呈给幼稚T细胞，活化的T细胞增殖分化后离开淋巴结搜寻和杀死抗原依赖的细胞^\[[@b21]\]^。在多项临床实验中证实，DC疫苗是安全可行的，以DC为基础的联合化疗、靶向药物以及免疫检查点抑制剂等制备的疫苗为肿瘤治疗的提供多种思路，而Sipuleucel-T在晚期前列腺癌患者三期临床实验中被证实显著的生存获益^\[[@b21]\]^。Wang等^\[[@b22]\]^的研究探讨了共培养DC和细胞因子诱导的杀伤细胞（cytokine-induced killer cells, CIK）在A549肺癌细胞株的杀伤作用和可能机制，其结果认为DC-CIK可能通过诱导增强IFN-*γ*蛋白表达、促进PGE-2、caspase-3/9和IL-10活性以及抑制IL-4的活性和TGF-β蛋白、EGFR蛋白的表达来抑制A549肺癌细胞的生长和增加细胞毒性发挥抗肿瘤效应，为DC-CIK细胞共培养免疫治疗NSCLC进入临床提供实验基础，同时也为EGFR-TKIs耐药后的治疗提供了新的思路。段琼等^\[[@b23]\]^的研究首先富集培养人EGFR靶向药吉非替尼耐药的肺癌A549、H292干细胞，分离获得耐药肺癌A549、H292干细胞膜微粒；分离培养人DC和CIK细胞，将肺癌干细胞膜微粒负载DC-CIK细胞，检测肺癌干细胞膜微粒负载DC-CIK细胞对耐药肺癌细胞A549、H292的杀伤性；以肺癌干细胞膜微粒负载DC-CIK细胞的分泌上清作用于肺癌干细胞，观察其对肺癌干细胞凋亡的影响，以期为针对EGFR-TKIs耐药肺癌的免疫细胞治疗提供实验基础。其结果表明肺癌干细胞膜微粒负载DC-CIK细胞对于EGFR-TKIs耐药肺癌干细胞具有促进凋亡作用，这为EGFR-TKIs耐药肺癌的临床治疗和防止复发提供了新的治疗途径和实验依据。

1.3. 肿瘤相关的巨噬细胞（tumor-associated macrophages, TAMs） {#s1-3}
-------------------------------------------------------------

TAMs来自于未成熟的单核细胞，被大量肿瘤源性细胞因子（如CSF-1、IL-6、IL-10以及一系列化学趋化因子等），募集到肿瘤区域，TAMs在肿瘤微环境的诱导下发生表型和功能的转换，并再产生趋化因子、生长因子、血管生成因子和基质蛋白酶等化学因子作用于肿瘤细胞，进而促进肿瘤生长、侵袭与转移^\[[@b24]-[@b26]\]^。章必成等^\[[@b27]\]^研究不同活化表型的巨噬细胞对Lewis小鼠肺癌的细胞增殖和侵袭的影响，结果表明M1型TAMs可产生NO，使Lewis小鼠肺癌细胞增殖和侵袭受到抑制，而M2型TAMs因为能够高表达血管内皮生长因子（vascular endothelial growth factor, VEGF）-C，所以拥有促进Lewis小鼠肺癌细胞增殖和侵袭能力，且随着肿瘤进展微环境的变化可以使M1型巨噬细胞向M2型巨噬细胞方向极化。M2型TAMs低表达IL-12，高表达IL-10，诱导Ⅱ型免疫应答，其肿瘤杀伤活性低，因子TAMs功能更接近M2型巨噬细胞的功能表型。Chung等^\[[@b28]\]^研究认为TAMs浸润降低EGFR-TKIs一线治疗的敏感性。此外，Zhang等^\[[@b29]\]^的临床研究认为晚期肺腺癌M2-TAMs浸润与EGFR-TKIs治疗疗效呈负相关。但是均未阐明TAMs或M2-TAMs影响EGFR-TKI敏感性的具体机制。有研究^\[[@b30]\]^在索拉非尼耐药的肝癌细胞中加入M2-TAMs后，其生长速率明显高于对照组，索拉非尼耐药的肝癌细胞中的β-catenin、EGFR的蛋白表达均高于对照组，以及获得索拉非尼耐药的肝癌细胞的增殖、侵袭、迁移能力明显增加；其结论认为TAMs和EGFR/β-catenin信号通路促进索拉非尼耐药肝癌细胞的增殖、侵袭和迁移。综上所述，TAMs不仅促进肿瘤的发生和发展，也对EGFR-TKIs的疗效产生影响。因此阻止TAMs的募集或逆转TAMs的极化的有关策略也成为研究热点。我们前期也综述了逆转TAMs极化的有关策略^\[[@b31]\]^，但在EGFR-TKIs耐药的肺癌患者中，有关针对TAMs靶向相关的研究甚少，有待进一步的研究。

1.4. 肿瘤相关成纤维细胞（cancer-associated ﬁbroblasts, CAFs） {#s1-4}
-------------------------------------------------------------

CAFs是一类不同细胞源性的细胞群，是肿瘤微环境的重要组成部分，近年来研究^\[[@b32]-[@b34]\]^发现，其通过多种介导机制，影响肿瘤能量代谢，促进血管生成，促进肿瘤的发生、发展。Choe等^\[[@b35]\]^的研究共培养了CAFs和PC9细胞，使PC9对EGFR-TKI厄洛替尼产生了耐药性\[IC~50~ \< 0.01 µmol/L，转变为IC~50~=0.05 µmol/L（*P* \< 0.05）\]，其机制可能和hedgehog（Hh）信号通路激活和CAF诱导PC9细胞表型上皮间质转化（epithelial-mesenchymal transition, EMT）有关。Yoshida等^\[[@b36]\]^的研究，通过评价共培养*EGFR*突变的肺腺癌细胞系和podoplanin-posiotive CAFs对EGFR-TKIs吉非替尼治疗的敏感性，探讨EGFR基因突变的NSCLC对EGFR-TKI靶向治疗的敏感性是否受podoplanin-positive CAFs的影响。其结果和对照组相比，共培养了podoplanin-positive CAFs肺腺癌细胞系表现出更强的耐药性，对于术后复发的患者，podoplanin-positive CAFs组和podoplanin-negative CAFs组相比，总体表现出对EGFR-TKIs更低的治疗反应（53% *vs* 83%; *P* \< 0.01）。可见，podoplanin-positive CAFs对EGFR-TKIs原发性耐药起重要作用，是一个理想的治疗靶点，可联合EGFR-TKIs用于治疗*EGFR*突变的NSCLC患者。值得注意的是，Ishibashi等^\[[@b37]\]^探讨了CD200-positive CAFs对*EGFR*突变的肺腺癌PC9细胞系EGFR-TKIs吉非替尼治疗的敏感性的影响。结果显示，当共培养PC9和CD200-positive CAFs，可以增强吉非替尼对肿瘤细胞的杀伤效应，而对于未加入吉非替尼培养基组内，肿瘤细胞的生存不受影响。同时，他们也对术后复发的肺腺癌患者手术切除的样本进行免疫组化的分析，含有CD200-positive CAFs患者组，其接受吉非替尼治疗后的无进展生存期（progression-free survival, PFS）明显延长。因此他们认为，CD200-positive CAFs可以增强EGFR-TKIs治疗的敏感性，拥有更深远的临床应用价值。综上所述，CAFs可影响*EGFR*突变的肺腺癌细胞系对EGFR-TKIs分子靶向治疗的敏感性，其机制可能和CAFs诱导EMT现象和激活Hh信号通路有关，但仍需要进一步研究证实。而在EGFR-TKIs耐药的NSCLC患者中，针对CAFs靶点研究值得进一步深入，其有望与EGFR-TKIs联合治疗，进一步延长肿瘤患者PFS。

1.5. 髓源性抑制细胞（myeloid-derived suppressor cells, MDSC） {#s1-5}
-------------------------------------------------------------

MDSC是一类具有免疫抑制功能的细胞群，参与抗肿瘤免疫抑制，促进肿瘤细胞发生免疫逃逸^\[[@b38]\]^。Holdman等^\[[@b39]\]^在乳腺癌复发机制的研究中，对荷瘤小鼠使用成纤维细胞生长因子受体（fibroblast growth factor receptor, FGFR）抑制剂BGJ398后，发现肿瘤快速消退伴有MDSC水平显著降低，在停止治疗后，大多在1个月-4个月出现肿瘤复发。复发的肿瘤组织内发现磷酸化的EGFR表达和MDSC水平升高，考虑EGFR信号通路激活参与了肿瘤的复发。而联合使用EGFR抑制剂拉帕替尼组与单用BGJ398组相比，肿瘤复发时间延长，MDSC水平再次降低。结论为EGFR信号上调和乳腺癌复发有关，联合EGFR抑制剂治疗可以延长PFS。研究者认为，此项研究虽然没有直接阐明MDSC水平是否能影响EGFR-TKI疗效，但间接表达MDSC水平与EGFR信号、肿瘤复发之间存在着一定的联系。Feng等^\[[@b40]\]^研究认为，S100A9 MDSC是EGFR突变的晚期肺腺癌患者使用吉非替尼一线治疗PFS的独立危险因素之一（HR=4.944, 95%CI: 1.578-15.490, *P*=0.006），与低水平MDSC患者相比，高水平MDSC患者的PFS更短\[中位PFS 7.2个月（95%CI: 5.5-8.9）*vs* 12.7个月（95%CI: 8.1-17.2），*P*=0.014\]。可见S100A9 MDSC可能影响EGFR-TKIs的治疗反应。

2. PD-1及其配体PD-1L/PD-2L与EGFR-TKIs疗效的关系 {#s2}
===============================================

PD-1是一种重要的免疫抑制分子，在人类和小鼠的多种细胞（T细胞、B细胞、NK细胞、DC以及活化的单核细胞等）均有表达，而其配体PD-1L/PD-2L常表达于肿瘤细胞表面，包括NSCLC。并且，大约有20%的晚期NSCLC患者受益于PD-1阻断剂，第一代PD-1阻断剂pembrolizumab和nivolumab于2015年获得美国食品药品监督管理局（Food and Drug Administration, FDA）批准用于晚期NSCLC患者的二线治疗^\[[@b41]\]^。值得注意的是，在基因突变的NSCLC患者中，EGFR信号可以上调PD-1、PD-1L的表达，进而调节免疫逃逸反应，影响EGFR-TKIs疗效^\[[@b42],\ [@b43]\]^，其机制可能和IL-6/Janus激酶/信号转导和转录激活因子3（IL-6/JAK/STAT3）信号通路有关^\[[@b44]\]^。Lin等^\[[@b45]\]^的临床队列研究中，通过免疫组织化学法检测接受EGFR-TKIs的晚期NSCLC肿瘤组织内的PD-1和PD-1L表达，多变量分析模型和生存分析模型验证PD-1/PD-1L的表达与患者PFS和总生存期（overall survival, OS）的关系。有53.6%的患者阳性表达PD-1L，表明在这些患者中，至少有一半的患者可以联合接受PD-1L阻滞剂治疗，并可能从中获益。结果显示，和不表达PD-1L的NSCLC患者相比，阳性表达PD-1L拥有更长的PFS（HR=0.46, *P*=0.014）和OS（HR=0.26, *P*=0.002）；而阳性表达PD-1与不表达PD-1的NSCLC患者相比，PFS（*P*=0.907）和OS（*P*=0.640）无明显差异。因此认为PD-1L或许可以作为NSCLC患者*EGFR*基因突变和接受EGFR-TKIs抑制剂临床预后的生物学标志物。PD-1/PD-1L抑制剂的成功问世，是晚期EGFR-TKIs耐药的NSCLC患者的福音，目前推荐单用二线治疗。对EGFR-TKIs获得性耐药患者，联合使用PD-1/PD-1L抑制剂和EGFR-TKIs似乎是更有前景的治疗策略，而近期的系列临床实验结果显示：在化疗前或化疗后的NSCLC，联合使用osimertinib和durvalumab显示了更优的临床结局，但这种联合提高了间质性肺病的发生率（38%）；吉非替尼联合durvalumab的治疗作用同样显著，但3级-4级肝毒性的发生率显著升高（40%-70%）；同样几组联合方式，但均显示3级-4级不良事件的增加；总的来说，对NSCLC联合使用PD-1/PD-1L抑制剂和EGFR-TKIs，因其治疗相关的毒性反应发生率高而受到限制，但仍然不失为一个有前景的治疗策略，有待进一步研究^\[[@b46]\]^。

3. 总结 {#s3}
=======

肿瘤微环境是肿瘤细胞赖以生存和发展的复杂环境，而这微环境内的免疫细胞及其调节方式对肿瘤的发生和发展起着重要的作用。如今，分子靶向治疗开启了肿瘤治疗的新潮流，而如何应对分子靶向药物耐药或者疗效不佳成为了我们新的挑战。本篇综述从肿瘤微环境免疫细胞及其调节方式以及PD-1/PD-1L的角度出发，阐述了其可能对EGFR-TKIs疗效的影响，为免疫治疗和分子靶向治疗提供新的契合点。
